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 我 が 国はいま、高齢化社会を迎え、健康寿命の延伸に向けた様々な施策が進め
られている。脳、心疾患などの循環器病疾患は、特に死亡率、罹患率が高く、そ
の改善が強く求められている。このため、患者の病態の正確な把握、迅速な治療、
さらには病気発生のメカニズムの解明が必要となる。これらを実現するために、
疾患マーカーとなる生体分子をリアルタイムかつ連続的に測定することのできる
技術が必要とされている。生体分子の連続測定を実現するためには、測定上妨害
となる様々な分子の影響を排除し、かつ、高い感度、時間分解能を有するデバイ
スが必要となる。従来の生体分子の連続測定用デバイスは、体内で測定を行う直
接挿入型と試料を採取しながら体外で測定を行うオンライン型とに大別できる。
複数の機能を組み込む場合には、直接挿入型よりも、体外で測定するオンライン
型の方が拡張性に優れるため、オンラインセンサーの方が生体分子の連続測定に
おいてより有効な手段となりうると考えられる。近年、微小なチップ上に、様々
な機 能を 集積 した マイ ク ロ化 学分 析シ ステ ム（ M i cro  To t a l  A n a l ys i s  S ys t e ms :  
µ - TA S）の研究が盛んに行われており、微小化によって、オンライン型デバイス
の弱点である時間分解能を向上させることも可能である。また、検出方法の中で
も特に電気化学法は、感度が良く微小化が容易である。そこで、本研究では、こ
のようなオンラインセンサーを微小化し、測定妨害物質除去用の前反応器—電気
化学検出器を集積した電気化学マイクロセンシングデバイスの作製、評価を行う
とともに、性能の向上を目的とした材料、要素技術の研究を行った。  
 
本論文は、 6 章より構成されている。以下に、各章の概要を述べる。  
 
第 1 章では、生体分子の連続測定の意義、従来の生体分子の測定技術の総括を述
べた上で、本論文における生体分子の連続測定実現に向けた研究の進め方につい
て概説した。  
 
第 2 章では、測定妨害物質分解用前反応器と電気化学検出器を集積したセンシン
グデバイスの構築とその評価結果について述べた。本デバイスは、二枚のガラス
基板からなっており、一方の基板には流路および前反応器が、もう一方の基板に
は電気化学測定用の薄膜電極が形成されている。測定妨害物質のモデル物質には、
L-アスコルビン酸（ A A）を用いた。前反応器内部には、測定妨害物質との接触効
率の増加による反応効率の向上を目的として、 µm オーダーの微小突起を多数配
置した。 2 . 3 . 1 節では、微小突起上に 金を被覆した電解酸化型反 応器につい て、
微小突起構造により反応効率が向上することを示し、微細構造の反応効率向上に
対する有効性を示した。 2 . 3 . 2 節では 、同じく微小突起上にアス コルビン酸 酸化
酵素（ A O x）膜を被覆した酵素分解型反応器について、分解反応が酵素膜内部の
三次元で起こるため、 A A 濃度が高い場合においても高い除去効果が得られるこ
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とを示した。 2 . 3 . 3 節では、酵素分解型反応器とグルタミン酸（ G l u）検出用電極
を集積したデバイスについて、反応器容積が 8 5  nl と微小容積であるにもかかわ
らず、 1 0 0 倍濃度の A A 共存下において、 1  µM の G l u（脳内平常時濃度と同等）
の検出が可能となることを 示した。 2 . 3 . 4 節では、試料溶液と酵素とがより接 触
しやすくなるように、直方体型の微小突起を配置し、突起によって分岐した液を
正面から再衝突させる構造に変更するとともに、より多くの酵素を固定できるよ
う反応器の内容積を増加させた。 G l u よりもさらに濃度が低い検出目標であるカ
テコールアミンを検出するために、検出器にはくし形電極（ I D A E）を用いた。フ
ローセルにおける高い線流速による電極上への高い物質輸送効果と I D A E による
酸化還元サイクル効果によって、ドーパミン（ D A）に対して 1 0 8  p M の検出限界
が得られた。これは連続測定型の D A 検出用デバイスとしては世界最高感度であ
る。さらに、A A 10  µM 存在下での D A 1 n M（血中平常時濃度）の検出に成功し た。  
 
第 3 章では、前反応器の性能向上を目的として、ガラスキャピラリー内に作製し
たモノリスシリカを酵素担体とする酵素反応器を作製し、 A A に対する除去効率
の評価と D A の選択検出についての検討結果を述べた。モノリスシリカは、H PL C
用の分離カラムとして良く知られた材料であるが、本研究のように、酵素反応器
として用いるのはこれまで に例の無い ことである。 3 . 3 . 1 節では、作製した モノ
リスシリカの観察結果から、複雑な三次元のシリカ骨格と大きなスルーポア、モ
ノリスシリカ表面に存在するナノ孔を有することを確認し、酵素固定担体として
適当であることを示した。 3 . 3 . 2 節で は、酵素固定条件の最適化 結果を示し た。
酵素は、モノリスシリカ表 面に物理吸 着によって固定した。 3 . 3 . 4 節におい て、
A Ox を 物 理 吸 着 に よ り 固 定 し た モ ノ リ ス シ リ カ 酵 素 反 応 器 が A A 1 00  µM を
99 . 8 %という高い効率で 除去できる こ とを示した。 これは、モ ノリスシ リカ の複
雑な三次元構造が、A A と A O x の接触効率を高めたためであると考えられる。3 . 3 . 5
節では、 D A の選択検出についての検討結果を示した。高い除去効率を示すもの
の、低濃度の D A に対する感度低下が認められた。この要因として、シリンジポ
ンプによる送液不良や酵素の脱落による検出電極の汚染が考えられるため、モノ
リスシリカ反応器をデバイスへと集積するためには、スルーポアサイズの制御や
酵素固定法の見直しを行う必要があると考えられる。  
 
第 4 章で は、 カ テコ ール アミ ンに 対 して 選択 性の 高い イン ジウ ム・ スズ 酸 化物
（ I T O）をセンシングデバイス へ適用 するための基礎検討と高感度 化につい ての
検討結果を述べた。 4 . 3 . 1 節では、 I T O 電極のデバイス化を想定し、フォトレジ
ストでパターニングされた I T O 電極 の基本的な電気化学特性の 評価と構造 解析
を行った。成膜直後の I T O 電極と比較して、フォトレジストでパターニングされ
た I TO 電極の選択性は低下することが分かった。そこで、既報にある I T O の表
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面電荷モデルを参考に、リン酸による表面電荷制御を行い、選択性の改善に成功
した。一方、 I T O 電極が、カテコールアミンの酸化体を還元しにくいことを確認
したため、感度向上をねらい、 I T O のみで I D A E を構築するのではなく、酸化電
極に I T O を使用し、還元電極に金を使用する I T O -金複合 I D A E（ I T O- go ld  I D A E）
を考案した。 4 . 3 . 2 節では、 I T O- go ld  I D A E の作製方法を示した。金を選択した
のは、他の材料に比べてエッチングがしやすく、比較的測定ノイズが小さいため
である。金（上層）／ I T O（下層）二層膜の I D A E を作製した後、くし形電極の
一方の電極のみに、リン酸緩衝液（ P B S）中で金を溶解させ、異なる二種類の金
属からなる I D A E を作製した。 4 . 3 . 3 節では、 I T O- go ld  ID A E の電気化学特性、
選択比についての検討結果を述べた。 D A の標準試料を用いて、サイクリックボ
ルタンメトリ （ー C V）を行い（金電極の印加電位は固定、I T O 電極の電位は掃引）、
IT O のみで作製した I D A E では、捕捉率（＝還元電流／酸化電流＊ 10 0）が 3 8 %
であったのに対し、I TO -go l d  I D AE では、8 2 %にまで向上させることに成功した。
これは、還元電極として金を用いたことにより、カテコールアミンの酸化還元効
率が向上したことを示してい る。次に 、 A A、 U A に対する選択比の評価の た め、
同様な C V 測定を行ったところ、1 7 倍以上の高い選択比で D A を検出することが
できることが分かった。これは、I T O- g o ld  ID A E が有する A A、U A の酸化反応を
抑制する効果と、 D A の応答のみに働く増幅効果の二つによって実現された。  
 
第 5 章では、生体分子の多点同時計測を目的として、多数の微小電極（ 1 0— 30  µm
角）が 6 0 —1 80  µm の間隔で集積されたマルチチャネル電極の作製と、電気化学
的特性の評価、生体分子の濃度分布測定について述べた。また、一つのデバイス
に同じ性能の電極を複数集積し、測定結果の信頼性を高めるための検討を行うこ
とも本研究の目的の一つで ある。 5 . 3 . 1 節では、マルチチャネル電極の作 製 法と
電気化学特性を示した。電極間距離、電極数と個々の電極における感度との相関
を得た。 5 . 3 . 2 節では、マルチチャネ ル電極上に酵素膜を形成し 、グルタミ ン酸
などの多点計測を行い、約 2 0 0  µm までの位置分解能が得られることを示した。
5 . 3 . 3 節では、酵素修飾マルチチャ ネ ル電極の電気化学特性につ いて述べた 。酵
素膜をすべての電極を覆うように形成した場合では、電極間距離を 2 00  µm 程度
に保てば、電極間クロストークが酵素未修飾電極よりも小さいことを示した。酵
素膜が電極間にも存在するため、微小電極にみられる球状拡散の効果が失われ、
拡散層の重なり合いを抑制しているものと考えられる。以上の結果から、酵素修
飾電極の集積化に向けた電極設計の指針が得られたが、測定結果の信頼性向上の
ためには、個々の電極の感度の違いをいかに抑制していくかが今後の課題であ る 。 
 
第 6 章では、以上の結果および考察を総括するとともに、これを踏まえて本研究
の今後の展開について検討した。
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